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La insulina y péptidos parecidos a insulina se encuentran ampliamente
distribuidos en organismos, que va desde procariontes como Escherichia coli y
eucariontes unicelulares como Tetrahymena, en hongos y en cianobacterias,

hasta eucariontes superiores.

La insulina en mamiferos regula los niveles de glucosa en sangre,
suprime la gluconeogénesis hepéatica y promueve la sintesis de glucégeno y su
almacenamiento en higado y muasculos; también esta involucrada en la sintesis
de triglicéridos y lipidos y su almacenamiento en tejido adiposo. En plantas
J.B. Collip y C. H. Best reportaron la presencia de sustancias parecidas a la
insulina en: cebollas, hojas de lechuga, raices de cebada y betabel.
Investigaciones recientes han mostrado que las plantas poseen varias
moléculas involucradas en la via de sefializacion de insulina reportada en

mamiferos.

La Arabidopsis thaliana es una de las plantas mas usadas en
investigacion debido a que su genoma ha sido totalmente secuenciado;
ademas es una planta pequefia que puede ser cultivada en espacios
reducidos, tiene alta produccién de semillas y se conocen una gran variedad de
plantas mutantes y transgénicas. Debido a las caracteristicas antes
mencionadas, en el presente trabajo exploraremos el efecto de insulina sobre

la arquitectura de la raiz de Arabidopsis thaliana.

Il. ANTECEDENTES
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2.1 INSULINA

La insulina es una hormona de naturaleza proteica con un peso

molecular aproximado de 6 kDa que en mamiferos es segregada por las

células B de Langerhans del pancreas. La insulina esta formada por 2 cadenas

polipeptidicas: la A de 21 aminoécidos y la B constituida por 30 aminoacidos;

dichas cadenas estan conectadas por dos enlaces disulfuro. En la Fig. 1 se

muestra de manera esquematica la estructura de la insulina. Las células

capaces de responder a la insulina poseen un receptor en su superficie, el cual

es una proteina transmembranal compuesta de dos cadenas polipeptidicas oy

dos polipéptidos B (Karp., 1998).
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Figura 1. Secuencia de aminoacidos y estructura de la insulina humana (Morimoto, 2000)

FUNCIONES DE LA INSULINA

11



La insulina es ampliamente conocida por su papel en la regulacion de
glucosa en sangre, ésta suprime la gluconeogénesis hepatica y promueve la
sintesis de glucdgeno y su almacenamiento en higado y musculos. La insulina
también esta involucrada en la sintesis de triglicéridos y lipidos y su
almacenamiento en tejido adiposo. Sin embargo, el sistema de sefializacion de
insulina tiene un papel mas amplio en la fisiologia de mamiferos, debido a que
dicha ruta de sefializacion esta compartida con el factor de crecimiento
parecido a insulina (IGF-1). Durante el desarrollo de mamiferos, el sistema de
sefalizacion insulina-IGF promueve el crecimiento y la sobrevivencia de
muchos tejidos, incluyendo las células B del pancreas, hueso y retina entre

otras (White M.F., 2007).

Como se muestra en la Fig. 2 una de las funciones fundamentales de la
insulina consiste en estimular la captura de glucosa hacia el interior de la
célula, favoreciendo la translocacion de los transportadores GLUT-4 a la
membrana plasmatica en muasculo y tejido adiposo (Pessin et al., 2000 y Olson
et al., 1996) y otra de las funciones importantes esta comprendida en procesos

de crecimiento.

12
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Figura 2. llustracion esquematica de las principales acciones de la sefalizacion de
insulina. Union del receptor de insulina fosforilado y las proteinas IRS fosforiladas y Shc, la
cuales diferencian varias proteinas de sefializacion rio abajo. PI13-K es importante para las
acciones de insulina, tales como transporte de glucosa, sintesis de glucégeno y sintesis de
proteinas, mientras que el complejo Grb-2/SOS activa la cascada de MAP cinasa, siendo
importante en la respuesta mitogena. PI3-cinasa modula probablemente la respuesta mitogena
también (Virkamaki et al., 1999).

2.2 RUTA DE TRANSDUCCION DE SENALES PI3K ACTIVADA POR

INSULINA'Y FACTORES DE CRECIMIENTO (IGF)

En la Fig. 3 se observa que el enlace de insulina o el IGF al receptor
celular (IR), dispara el reclutamiento a la membrana y fosforilacion del sustrato
receptor de insulina (IRS), lo que genera un sitio de anclaje en la membrana
para la PI3K (fosfatidil inositol 3-hidroxicinasa). La unién de PI3K al IRS permite
que la cinasa fosforile al fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP2) (fosfolipido de

membrana) en la posicion 3' OH produciendo el fosfatidilinositol 3, 4,5 trifosfato
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(PIP3), el cual actia como segundo mensajero. EL PIP3 entonces recluta en la

membrana plasmética a las proteinas cinasas PDK 1y PKB/Akt.

PDK 1 fosforila y activa a PKB/Akt y S6K (cinasa de la proteina
ribosomal S6). Se ha sugerido que PKB/Akt media la activacion de la cinasa
MTOR, lo que incrementa la fosforilacion de la proteina de enlace al factor de
inicio de la traduccion 4E (4EBP) y S6K (Manning and Cantley, 2003). Ambos
eventos resultan en una regulacion selectiva de la traduccion, produciendo
proteinas especificas requeridas por la célula para crecer y/o iniciar la divisién
celular (Fumagalli S. and Thomas G ., 2000). Sobre esta ruta actian
efectores negativos como la fosfatasa de fosfolipidos (PTEN) y el complejo de
las proteinas de esclerosis tuberosa TSC1 (hamartina) y TSC2 (tuberina). El
complejo TSC1/TSC2 junto con la proteina Rheb (homélogo de Ras, miembro
de la superfamilia de proteinas que enlazan GTP), proporcionan un enlace
entre la ruta PI3K (regulada por factores de crecimiento) y la ruta mTOR
sensible a nutrientes (Manning and Cantley, 2003). El orden de los
componentes en la via mTOR de la ruta PI3K, se determind con el uso de dos
inhibidores Wortmanina (metabolito fungal) y rapamicina (macrélido bacterial).
La wortmanina se enlaza directamente a la PI3K e inhibe su actividad,
bloqueando la fosforilacion de PKB, S6K y 4EBP. La rapamicina se une con
alta afinidad a la inmunofilina FKBP, formando un complejo inhibidor que se
enlaza al mMTOR y bloquea la fosforilacion de S6K y 4EBP (Brunn et al., 1996).
Al fosforilar mTOR al 4EBP, libera al factor elF4E del complejo inactivo

elFAE/AEBP y permite que la proteina elF4E forme el complejo de iniciacién
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elF4F (que consta ademas de las proteinas elF4A y elF4G). elF4E es el factor

limitante en el inicio de la traduccion (Gingras et al., 2001).

La fosforilacion de S6K activa a esta cinasa, la cual a su vez fosforila a la
proteina ribosomal S6. Los ribosomas fosforilados en S6 traducen
preferencialmente a los mMRNAs que presentan tractos de oligopirimidinas en el
extremo 5 UTR (TOP) (Meyuhas, 2000). Los transcritos con estas
caracteristicas codifican para componentes del aparato traduccional,

principalmente las proteinas ribosomales.
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Figura 3. Convergencia de la ruta mTOR que sensa nutrientes y energia con la ruta de
transduccion de sefiales PI3K activada por insulina y factores de crecimiento semejantes a
insulina. La activacion de la ruta de mTOR por la ruta de PI3K ocurre por la via de la
fosforilacion e inactivacion de TSC2 por Akt. La inhibicion de mTOR bajo condiciones de baja
energia (cuando aumenta la relacion AMP/ATP) ocurre a través de la fosforilacion y activacion
de TSC2 por AMPK, la cual también es regulada por LKB1. La activacién es indicada por la
flecha, la inhibicion por barras. Rap., rapamicina; Wort., Wortamina (Richardson et al., 2004).
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2.3 ANTECEDENTES DEL EFECTO DE INSULINA EN PLANTAS

La insulina pancreatica fue descubierta por Frederick Banting en 1921-
1922 (Banting et al., 1922), después de este descubrimiento J.B. Collipy C. H.
Best reportaron la presencia de sustancias parecidas a insulina en hojas de
lechuga, raices de cebada y de betabel. Collip estableci6 que: el
descubrimiento de una hormona tanto en plantas como en levaduras de
estructura similar a la producida en el pancreas, abriria nuevos campos de
investigacion en el metabolismo de plantas, y sugirid el nombre de glucocinina
para esta hormona (Collip, 1923). En ese mismo afio se reportaron sustancias
parecidas a la insulina, las cuales estaban presentes en germinados de papa

y arroz (Best and Scout, 1923).

M.M. Ellis y W.H. Eyser reportaron resultados de la accion de insulina
y glucocinina sobre la germinacion de maiz; ellos encontraron que altas
concentraciones de insulina y glucocinina retardaban el crecimiento de las
plantas en tanto que bajas concentraciones lo estimulaban. (Ellis and Eyster,
1923). Después de casi 65 afos, Collier y su grupo publicaron que aislados
proteicos de centeno etiolado, hojas de espinacas y Lemna gibba mostraron
propiedades similares a la insulina de animales (Collier et al., 1987). Goodman
y Davis en 1993 reportaron que al afiadir insulina y factores de crecimiento
parecidos a insulina, se aceleraba el desarrollo post germinativo de semillas de

girasol, sandia y pepino (Goodman and Davies 1993).
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En estudios mas recientes Sanchez de Jimeénez et al., en 1997
reportaron por accion de insulina el reclutamiento a polisomas del transcrito de
la proteina ribosomal S6 y la fosforilacion incrementada de esta dltima durante
la germinacion de maiz. En ese mismo afio Beltran-Pefia reporto la presencia
de dos peptidos de 24 kDa y 8 kDa en extractos de maiz germinados por 46
horas identificAndolos por andlisis en Western Blot. Sanchez de Jiménez y
colaboradores encontraron que la adicion de insulina en maiz (Zea mays L. cv.
Chalquenio) aceleraba la germinacion y crecimiento de plantulas, tales efectos
se obtuvieron con 200uU/ml de insulina. Ademés a nivel molecular la insulina
estimulaba la fosforilacion de S6, aumentando con ello la sintesis de proteinas
ribosomales en ejes embrionarios de maiz en germinacion (Sanchez de
Jiménez et al., 1999, Dinkova et al., 2000). Por otra parte Flores et al., en el
2001 reportaron el aislamiento de una proteina de 20 kDa de los ejes
embrionarios de maiz, ellos mostraron que esta proteina exhibia actividad de
IGF y su accién era similar a la que promueve la insulina bovina cuando es

aplicada a ejes de maiz durante la germinacién (Flores et al., 2001).

Ensayos en Phaeolus vulgaris (P. vulgaris) mostraron que
concentraciones crecientes de insulina bovina promueven e incrementan la
masa y tamano de los epicotilos y raices de P. vulgaris y también el numero de
raices laterales (Santos, 2003). Como hemos mencionado anteriormente, en
plantas se han encontrado algunos de los componentes de la ruta PI3-K
disparada por insulina en mamiferos (Fig. 3); en la tabla | se muestran las
moléculas de dicha ruta encontradas tanto en plantas como en animales (Filho

et al., 2003).
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Tabla I. Proteinas encontradas en vertebrados y plantas, asociadas a la

via de sefalizaciéon de insulina (Filho et al., 2003).

PROTEINAS ANIMALES PLANTAS REFERENCIAS
Insulina + + Oliveira et al., 1999
Receptor de insulina + + Carpi et al., 2002
Sustrato receptor de + + Dietrich et al., 1997
insulina IRS-1y IRS-
2
Fosfatidil inositol 3- + + Hong et al., 1994;
cinasa (PI3K) Bovet et al., 2001
TOR (Blanco de + + Menand et al., 2002
rapamicina)
Cinasa de la proteina + + Reyes de la Cruz et
ribosomal S6 (S6K) al., 2004

2.4 ARABIDOPSIS

Arabidopsis es una planta de la familia Brassicaceae., varias especies
comprenden al género de Arabidopsis, siendo Arabidopsis thaliana (A. thaliana)
la mas conocida y usada extensamente en investigacion. Arabidopsis se
encuentra en todas las regiones de Europa, Asia y en el norte de Africa y ha
sido introducida a otras éareas incluyendo Norteamérica y Australia. Las
ventajas de usar Arabidopsis en investigacién, es que su genoma es mas
pequefio que el de otras plantas y esta totalmente secuenciado. Dicho genoma
esta constituido de 125 millones de bases y se predice que debe contener
aproximadamente 25 000 genes, que nNo es poco si se compara con los genes
que tiene la mosca de la fruta (13 600). Esta planta es facil de cultivar, de
rapido crecimiento, ya que completa su ciclo vital en 6 a 8 semanas,
produciendo miles de semillas. Ademas se conocen mas de 50 000 mutantes lo
que facilita las investigaciones destinadas a individualizar los genes y conocer

su funcién (Wilson, 2000).
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2.4.1. ETAPAS DE DESARROLLO DE LA PLANTA DE ARABIDOPSIS

A los dos dias de germinacion se puede observar dos cotiledones que
estan sostenidos a un hipocotilo y una raiz primaria. El nimero de hojas en
roseta producidas varian de cinco a mas de treinta dependiendo del genotipo
de la planta y condiciones de crecimiento (Fig. 4A). El crecimiento vegetativo
de Arabidopsis consiste de una roseta de hojas de aproximadamente de 2-5
cm de diametro y de un tallo de 20-70 cm como se observa en la Fig. 4B. Las
flores de esta planta son de aproximadamente 3 mm de longitud y 1 mm de
ancho y se producen en intervalos formando una inflorescencia o racimo. Las
flores estan formadas de cuatro sépalos, cuatro pétalos, seis estambres (cuatro
largos y dos cortos), y un gineceo (Fig. 4C). Cada estambre se caracteriza por
dos regiones: filamento y anteras. Exteriormente el gineceo esta dividido
dentro de tres regiones: ovario, estigma y estilo. El ovario consiste en dos
carpelos que al madurar pueden ser vistos separados por un falso tabique (Fig.

3D).

La planta de Arabidopsis se fertiliza ella misma, produciendo vainas
gue estan compuestas de dos carpelos separados por un falso tabique
(Fig.3E); las vainas maduras y secas cambian de verdes a amarillas/cafés y las

semillas son liberadas para permitir su distribucion (Fig. 3F) (Wilson, 2000).
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Figura 4. A. Etapas de desarrollo de Arabidopsis. Planta crecida a 25°C con un
fotoperiodo de 20 horas de luz. Etapas (i) a (v) representan a la plantula
crecida por 2 y 21 dias después de germinar. La transicion a la fase
reproductiva de crecimiento (v) esta caracterizada por elongacion de los
internudos en la inflorescencia. B. Planta madura de Arabidopsis a 35 dias de
germinada, aqui observamos los diferentes 6rganos que la conforman. C-F.
Diagramas muestran con detalle la estructura de las flores y frutos de esta
planta (Wilson, 2000).
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2.4.2. EMBRIOGENESIS

Los eventos que toman lugar durante la embriogénesis y llevan a la
formacion de la planta han sido ampliamente descritos en Arabidopsis thaliana
(Montiel et al., 2004). Durante el desarrollo embrionario, el zigoto experimenta
una division asimétrica formando las células basal y apical (Fig. 5). La célula
apical experimenta tres rondas de mitosis formando ocho células (proembrion).
La capa superior del proembrién da origen al meristemo del brote y la mayor
parte de los cotiledones, mientras que la capa basal contribuye a la formacion
de los cotiledones, hipocotilo y la mayor parte de la raiz. La division de la célula
basal da lugar al suspensor, a la célula superior de dicho suspensor se le
conoce como hipdfisis. EI centro quiescente y la columela que se localizan en

la punta de la raiz, se originan a partir de la hipdfisis.

Cotiledones

Raiz

Etapa globular Etapa de Etapa de

iF
Unacélula B células 16 células ok torpetdo

Figura 5. Representacion esquematica del origen embrionario de la raiz de Arabidopsis. De
izquierda a derecha: primeras divisiones del cigoto, etapa de ocho células; etapa globular;
etapa de corazon, torpedo y plantula (Berleth T. and Chatfield S, 2002).
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2.4.3 ARQUITECTURA DE LA RAiZ

El estudio de la raiz de Arabidopsis ha contribuido al entendimiento de
varios aspectos en el proceso de desarrollo vegetal. Esto es debido en gran
parte a su invariable ontogenia y organizacién celular fija. La continda
diferenciacion celular en la region meristematica de la raiz permite monitorear
el desarrollo en los procesos después de la embriogénesis. La simplicidad en la
organizacion celular de la raiz, junto con la disponibilidad de varias clases de
mutantes y la identificacion de genes han permitido el entendimiento en los

procesos de desarrollo a nivel celular (Scheres and Wolkenfelt., 1998).

La raiz de la planta de Arabidopsis es un 6rgano relativamente sencillo
gue consiste de una raiz principal, pelos radiculares y raices laterales. Las
raices presentan una gran variedad de funciones biolégicas como son:
mantener la planta vertical y en ciertas especies constituye un 6rgano

importante de almacenamiento de nutrientes (Montiel et al., 2004).

El crecimiento continuo de la raiz se da a través de la actividad
proliferativa del meristemo apical de la raiz. En tanto que los procesos de
diferenciacion producen los diferentes tipos de tejidos y células presente en la

raiz madura (LOpez et al., 2004).

Asi mismo, la raiz de Arabidopsis presenta una  morfologia
caracteristica que se divide en diferentes zonas: division celular, elongacién
celular, diferenciacién celular y maduraciéon celular (Fig.6) (Montiel et al.,

2004).
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El meristemo de la raiz provee de nuevas células, las cuales se afiaden
a las filas preexistentes extendiéndose hacia la raiz madura. Arriba del
meristemo radicular se localiza la zona de elongacién en la cual se afiaden
nuevas células en division (menos frecuente que en el meristemo) y después
se expanden totalmente diferenciadas en la zona de maduracion (Casson et al.,
2003). Bajo condiciones ambientales favorables, la formacion de pelos
radiculares ocurre en la zona de diferenciacion de la raiz primaria (Lopez et al.,

2004).

A continuacion describiremos con detalle la arquitectura de las diferentes

partes de la raiz.

/ﬁ"z D) ZONA DE
P S DIFERENCIACION DE
P-g i RAICES LATERALES

C) ZONA DE
DIFERENCIACION DE
PELOS
B) ZONA DE
ELONGACION
A) ZONA DE DIVISION

Figura 6. Zonas de la raiz principal de Arabidopsis. A) Division, B) Elongacién, C)
Diferenciacion de pelos D) Diferenciacion de raices laterales (Montiel et al., 2004).

23



2.4.4 ZONA MERISTEMATICA O DE DIVISION

Los tejidos de la raiz primaria de Arabidopsis se organizan en capas
concéntricas; en la Fig. 7A el corte transversal de la raiz, muestra los anillos
concéntricos de células que van del exterior al interior: epidermis, cortex,
endodermis, periciclo y haz vascular;, conteniendo este Ultimo las células
vasculares internas. En la Fig. 7B se muestra un corte longitudinal en la zona
meristematica de la raiz; observamos una region central de células
mitoticamente inactivas llamado centro quiescente (QC), cuya funcién consiste
en inhibir la diferenciacion del grupo de células iniciales (Clowes, 1954). En A.
thaliana, el QC estd compuesto de cuatro células (Baum et al., 2002). En la
fig. 7C se muestra que alrededor del centro quiescente se localizan las células
iniciales que posteriormente daran origen a los siguientes tipos celulares:
periciclo, tejido vascular, endodermis y cortex. En el lado distal del centro
guiescente se encuentran las células de la columela y “lateral root cap”

(Casson et al., 2003).
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Root cap

Peticiclo

Haz wascular

Centra quiescente|
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cap f epidermis

Centro quiescente

Iniciales de
columella

Figura 7. Corte transversal y longitudinal de la raiz principal de Arabidopsis. A) Corte
transversal mostrando las capas concéntricas de la raiz. B) Corte longitudinal del meristemo
de raiz. C) Ampliacion de la zona meristematica de la raiz, donde se muestran las células que
dan inici6 a las diferentes capas que conforman a la raiz (Malamy et al., 1997, Scheres et al.,
2002).

2.4.5 ZONA DE ELONGACION

El meristemo de la raiz provee nuevas células, las cuales se afiaden a
filas pre-existentes que se extienden a la raiz madura. Arriba del meristemo de
la raiz, llamada también zona de elongacion se afiaden las nuevas ceélulas
formadas, las cuales se expanden totalmente para diferenciarse en la zona de

maduracién en varios tipos celulares de la raiz (Casson et al., 2003).

2.4.6 ZONA DE DIFERENCIACION
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En la zona de diferenciacion se forman dos 6rganos importantes para la
raiz: los pelos radiculares mas préximos a la zona de elongacion vy las raices

laterales.

PELOS RADICULARES

Los pelos radiculares se presentan dependiendo de la especie y de
factores ambientales (disponibilidad de nutrientes disponibles, pH del suelo y/o
presencia de microorganismos) en la zona de diferenciacion de la raiz primaria,
(Fig. 6). Bajo condiciones ambientales favorables, la formacion del pelo
radicular toma lugar en la raiz en la zona de diferenciacion y crecen a partir de
la epidermis iniciando como una protuberancia tubular perpendicular a la

superficie epidérmica (Montiel et al., 2004).

En Arabidopsis, los pelos radiculares son de aproximadamente 10 um de
diametro y pueden crecer de 1 mm o mas en longitud. Las funciones
principales de los pelos radiculares consisten en: incrementar la superficie total
de absorcién en el sistema de raiz y participa en la distribucion de nutrientes y
agua e interactuando con microorganismos. En Arabidopsis, las células
epidermales que producen pelos radiculares (tricoblastos) estan intercaladas
entre células que carecen de pelos radiculares (atricoblastos) (Fig. 8)

(Grierson and Schiefelbein., 2002).
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Felo radicular

Atricoblastos

ricoblastos

Figura 8. Seccion transversal de la raiz de Arabidopsis. La figura muestra el patron de células
gue producen pelos radiculares (tricoblastos) y atricoblastos. Tres pelos son visibles en este
corte (Grierson and Schiefelbein., 2002)

ETAPAS DE DESARROLLO EN LA FORMACION DE LAS RAICES

LATERALES

Estudios histolégicos han mostrado que en las angiospermas, las raices
laterales provienen del periciclo de la raiz principal. En algunas
monocotiledéneas se ha encontrado también una contribucion de las células
endodermales, la iniciacion de raices laterales ocurre en la zona de
diferenciacion de la raiz (Fig. 6), donde las células del periciclo no estan
dividiéndose activamente. Las células maduras del periciclo, una vez
estimuladas por las auxinas, se desdiferencian y proliferan formando un
primordio de la raiz lateral (LRP). EI LRP crece a través de las capas
sobrepuestas de la célula de la raiz madre y eventualmente surge rompiendo
la epidermis. Las células del periciclo que se convierten en las células

fundadoras del LRP se localizan en los polos del xilema, es dificil predecir qué
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células del periciclo seran las seleccionadas para la formacion de las raices

laterales (Malamy et al., 1997).

Son cuatro las etapas en las que se ha dividido el desarrollo de los

primordios de raices laterales (Fig. 9).

Etapa A. La capa externa (OL) se divide periclinalmente, generando tres capas

que constituyen al primordio OL1, OL2 e IL (capa interna) (Fig. 9A).

Etapa B. Una célula central en OL1 y OL2 se divide anticlinalmente para
formar cuatro pequefas células cuboides (Fig. 9B). Las células adyacente a
estas dos células en el OL1 y OL2 también se dividen (Fig. 9B), creando una
capa externa (OL1) que contiene de 10-12 células (Fig. 9B). En adicion, las
células en IL2 se amplian radialmente y dividen (observar la flecha corta, Fig.
9B), empujando las capas sobrepuestas para arriba y al parecer comprimiendo

las células en IL1 y OL2.

Etapa C. En el primordio ampliado se hace mas dificil caracterizar las
divisiones, principalmente en las capas internas. En apariencia muchas de las
células del LRP contindan experimentando divisiones anticlinales. (Fig. 9 C). Se
muestra un patron de 8-8-8 debido a que hay 8 células centrales y 8 células en
cada lado.

Etapa D. EI LRP emerge de la raiz principal (Fig. 9 D). (Malamy et al., 1997).
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Figura 9. Etapas de desarrollo de los primordios de raices laterales. A Una division periclinal en
OL ha creado un total de tres capas. B. Las flechas indican dos divisiones anticlinales
adicionales en OL1 y OL2. La flecha corta indica la region en la cual las células de la IL2
sufren expansion y division, distorsionando la forma de IL1 y OL2. Las células en la capa mas
externa son numeradas indicando la organizacion constante en esta etapa. C. Todas las
células en la OL1 han experimentado divisiones anticlinales, como evidencia la forma de las
células y el incremento en el ndmero de células en esta capa. Esto da un patron caracteristico
de células 8-8-8, como esta indicado por la numeracién. D. La raiz lateral emerge totalmente.
(Malamy et al., 1997).

2.5 HORMONAS VEGETALES

Las hormonas vegetales o fitohormonas son compuestos quimicos
especializados producidos por las plantas y son los principales factores
internos que controlan el crecimiento y desarrollo de las plantas. Se han
identificado cinco tipos de fitohormonas: auxinas, giberelinas, citocininas, acido

abscisico y etileno y sus principales funciones se resumen en la tabla Il:
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Tabla Il. Funciones de las hormonas vegetales.

Hormona

Funcién

Auxina

tejidos vasculares, el control de la dominancia apical (aumento de

Promueve la formacion de la radicula, el desarrollo de los

masa dirigido por las yemas o puntas de tallos y raices), actial
como una sefial para la division, elongacion y  diferenciacion
celular durante el transcurso del ciclo de vida de la planta. Lal

auxina natural es el IAA (&cido indol-3-acético) (Davies, 1995).

Citocininas

Promueven la division celular, iniciacion y crecimiento del

brote y modulan los niveles de etileno (Casson, 2003).

Etileno

fruto, abscision de frutos, flores y hojas e inhibicion de Ia

elongacion del tallo (Casson, 2003).

Hormona involucrada en la germinacién, maduracion de

Giberelina

desarrollo de yemas; elongacién de tallos; estimulo de la floracién;

desarrollo del fruto (Nemhauser et al., 2002).

Hormona comprendida en la germinacién de semillas vy

/Acido abscisico

celular y elongacion y respuestas al estrés ambiental como el frio,
ataque de patdgenos y radiacion UV (Finkelstein and Rock.,

2002).

Regula la maduracion del embrién, germinacion, division

Una de las hormonas involucradas en el desarrollo de la raiz de las

plantas y la cual describiremos con mas detalle a continuacion es la auxina:

2.5.1 AUXINA

El 4&cido indol-3-acético (IAA), es la auxina maestra del desarrollo de las

plantas y es una de la hormonas mas abundante en la naturaleza (Berger et al.,

2000). El IAA se sintetiza a partir de triptofano, principalmente en las yemas
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apicales foliares, de donde es transportado hacia el resto de la planta. Con el
tiempo a quedado establecido que el IAA es un factor determinante en diversos
procesos fisioldgicos, entre los cuales se incluye: el desarrollo embrionario, la
formacion de la raiz principal y raices secundarias, el desarrollo de los tejidos y
organos y las respuestas tropicas a luz y gravedad (Davies, 1995). A nivel
celular, la auxina actia como una sefial para la division, elongacion y
diferenciacion celular durante el transcurso del ciclo de vida de la planta (Abel

and Theologis, 1996; Guilfoyle et al., 1998; Eckardt , 2001).

La auxina regula de forma rapida y especifica la expresion de diversos
genes (Hagen and Guilfoyle, 2002; Tiwari et al., 2003). La mayor parte de estos
genes son inducidos de manera especifica en tan solo 2-3 minutos después del
tratamiento con la hormona, por lo que se conocen como “genes primarios de
respuesta a auxina” (Liscum and Reed, 2002; Hagen and Guilfoyle, 2002;
Tiwari et al., 2003). Por definicién, la traduccion de genes de respuesta
primaria, es independiente de la sintesis de proteinas de novo (Liscum and
Reed, 2002) y sus niveles de expresion son dependientes de la concentracion
de su inductor; esto implica que su activacion transcripcional esta mediada por
componentes proteicos preexistentes que transmiten los estimulos

extracelulares al nucleo celular.

El estudio de promotores de genes de respuesta primaria a auxina y la
identificacion de elementos reguladores en ellos, han dado como resultado
herramientas experimentales para entender la sefializacion de la regulacion por

la auxina. Por ejemplo la linea celular DR5:GUS (consiste del promotor
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sintético de respuesta a auxina DR5), se usa para analizar la respuesta a

auxina y la describiremos a detalle mas adelante.

2.6 PLANTAS TRANSGENICAS

Otro aspecto importante en el uso de Arabidopsis como sistema modelo
es el gran numero de plantas mutantes y transgénicas de las cuales se

dispone.

En lo que se refiere a las plantas transgénicas, estas se obtienen
transfiriendo a la planta una construccion formada por el promotor del gen de
interés y un gen reportero. La expresion de los genes reporteros se determina
evaluando su actividad bioquimica, inmunolégica e histoquimica en los tejidos
celulares. Uno de los genes reporteros mas utilizados es el GUS (uid A); el gen
GUS (B-glucoronidasa) se ha usado como un gen marcador para el andlisis de
la expresion de genes en plantas transformadas con él, debido a que presenta
las siguientes ventajas: expresion estable y baja actividad intrinseca de GUS
en la planta. Ademas, la enzima no interfiere con el metabolismo normal de la

planta. (Kain et al., 1996)

La B-glucoronidasa hidroliza a su sustrato (5-bromo-4-cloro-3-indol-3-D-
glucoronido X-GlIcA), produciendo un precipitado azul-indigo. En estudios
histoquimicos se observan manchas azules en tejidos de plantas que estan
expresando GUS (Jefferson, 1989; Jefferson et al; 1987; Kosugi et al; 1990;
Gallagher et al., 1992). Las plantas transgénicas que usaremos en el presente

estudio son las DR5: uidA y Cyc Bl:uidA que consisten en lo siguiente:
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La planta Cyc B1:uid A tiene una construccion formada del promotor de
ciclina mitética B1 y el gen reportero GUS (Cyc B1l:uid A) (Fig. 10 A). Debido a
qgue el promotor pertenece a una proteina involucrada en el ciclo celular, esto
nos permitié utilizar a dicha planta para observar la division celular en el

meristemo radicular (Colon-Carmona et al., 1999).

En tanto que la linea DR5:uidA contiene un promotor sintético de
respuesta a auxina unido a uidA lo que a permitido usar a dichas plantas para
probar si el compuesto ensayado involucra la ruta de sefializacion de auxina

(Fig. 10 B) (Ulmasov et al., 1999)

Figura 10. Plantas transgénicas de CycB1:uidA y DR5:uidA. A. Plantula Cyc:uidA donde se
observan las células que se encuentran en division celular. B. Plantula DR5:uidA muestra el
maximo de auxina en el inicio de la columella/region QC. (Ramirez et a., 2004; Scheres et al.,
2002).

lll. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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3.1 HIPOTESIS

La insulina presenta un efecto sobre el crecimiento y arquitectura

radicular de Arabidopsis thaliana.

3.2 OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de diferentes concentraciones de insulina sobre la

arquitectura de la raiz de A. thaliana.

3.3 OBJETIVOS PARTICULARES

Caracterizar la respuesta de A. thaliana a la insulina, evaluando el efecto

sobre:

@,
L4

o,
L4

Crecimiento de la raiz principal

Crecimiento de la raiz principal e hipocétilo en plantulas crecidas en
oscuridad

Determinacién del numero de pelos radiculares

Numero de raices laterales

Desarrollo de los primordios de las raices laterales

Determinacion de la longitud de células epidermales

Division celular utilizando plantas transgénicas Cyc B1: uid A

Sensibilidad a auxinas utilizando plantas transgénicas DR5:uidA

IV. MATERIALES Y METODOS
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4.1 Material.

Semillas y reactivos utilizados

Se usaron semillas de plantas silvestres de Arabidopsis variedad
Columbia-O (Col-O) y semillas de las lineas transgénicas de Arabidopsis DR5:

uidA y CycB1: uidA.

Los siguientes reactivos fueron grado analitico y marca sigma: sales del
medio Murashige and Skoog (MS); Tiamina, Piridoxina, Acido nicotinico,
Insulina porcina. Agar y sacarosa fueron marca Bioxon y 5-Bromo-4-Cloro-3-
Indol-B-D-acido glucuronido (X-Gluc) marca Phyto Technology Laboratories.

Solucién comercial de hipoclorito de sodio (cloralex) al 8% de cloro libre.

4.2 Métodos
4.2.1 Desinfestacion de semillas de Arabidopsis

Las semillas se desinfestaron superficialmente de la siguiente forma: se
afadio a las semillas 1 ml de agua estéril por 10 minutos con agitacion
ocasional; se elimin6é el agua, y adiciono 1 ml de EtOH absoluto, se agitd
perfectamente, centrifugé y elimind el EtOH. Se agrego 1 ml de solucién
desinfectante  (cloro 5%, Dodecil Sulfato de Sodio; SDS 1%), se agito
constantemente por 5 min., centrifug6 y se eliminé la solucion. Después de 7
lavados con agua destilada estéril, se incubaron en 1 ml de agua estéril por 2
dias a 4°C antes de sembrarlo.

4.2.2 Preparacion del medio de cultivo y condiciones de crecimiento.
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Para llevar a cabo todos los experimentos se utilizé el medio MS 0.2X,
2% de sacarosa y diferentes concentraciones de insulina: 0, 20, 200 y 2000
uU/ml, el cual se preparé en la siguiente forma:

Se disolvieron 20 g de sacarosay 0.86 g de sales MS en 1 It de agua
destilada; se ajusté el pH a 5.7 con una solucion de KOH 1M. Antes de
esterilizar se agregé 10 g de agar al medio. Se esteriliz6 por 21 minutos a
121°C. Después de esterilizado, al medio tibio se agrego 200ul/lt de una
solucion stock de vitaminas MF (Tiamina 1 mg/ml, Piridoxina 5mg/ml y Acido
nicotinico 5 mg/ml, esterilizada por filtracion) y la insulina (solucién stock de
1405 pU/ml esterilizada por filtracion) se agrego en una cantidad adecuada

para obtener la concentracion deseada para cada tratamiento.

Después de desinfestadas las semillas se sembraron en cajas de petri
con medio MS 0.2X, 2% de sacarosa y 1% de agar, y suplementado con
diferentes concentraciones de insulina (20, 200 y 2000 uU/ml). Las cajas se
incubaron en forma vertical para que la raiz de las plantulas crecieran sobre el
medio, en una camara con fotoperiodo de 16h de luz y 8 h oscuridad, y una
temperatura de 22°C a 25°C, con excepcion de las plantulas etioladas

(incubadas en oscuridad total).

4.2.3 Cinéticas de creci miento y numero de raices laterales de las

plantulas de Arabidopsis
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Se sembraron semillas de A. thaliana en medio MS 0.2X, 2% de
sacarosa Y las diferentes concentraciones de insulina, para hacer dos analisis:
el primero consistié en tomar datos para la cinética de crecimiento de la raiz
principal de las plantulas durante 9 dias haciendo una medicion diaria en su
longitud y en el segundo andlisis se contaron el nimero de raices laterales a

los 8 dias de crecimiento.

4.2.4 Aclaramiento de la raiz

Para el aclarado y montaje de las raices para la visualizacion de las
mismas, se llevd a cabo la metodologia empleada por Malamy and Benfey
(1997): se colocaron las plantulas de Arabidopsis en una solucién acida (0.24N
HCl y 20% MeOH) incubandolas a 60°C durante 80 minutos, después se
decanto la solucion y se afiadié solucion basica (NaOH 7% y EtOH 60%)
incubando a temperatura ambiente por 40 minutos, se decanté la solucién y se
afadio etanol a diferentes concentraciones (40,20,10%); donde se incubaron
por 15 minutos a temperatura ambiente. Por ultimo, el material vegetal se
incubo en etanol al 10% vy glicerol al 50 %, toda la noche. Las plantulas se
montaron en portaobjetos, con adicion de glicerol hasta cubrir la plantula, se
colocé el cubreobjetos vy se sellaron las preparaciones con barniz. Se

observaron al microscopio con objetivo de 10X.

4.2.5 Primordios de raices laterales
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Para observar las etapas de los primordios de raices laterales se
sembraron semillas de Arabidopsis en medio solido MS 0.2X durante 8 dias,
transcurrido este tiempo se aclararon las raices como se menciond
anteriormente y se montaron las plantulas en glicerol. Las observaciones se
hicieron al microscopio con un objetivo de 10X y se determinaron las diferentes

etapas de los primordios de raiz lateral segun el método de Zhang et al. (1999).

4.2.6 Desarrollo de los pelos radiculares

Plantulas de 8 dias de crecidas se observaron en un estereoscopio
determinandose el tamafio y niumero de pelos radiculares, las imagenes se
captaron por medio de una camara adaptada al microscopio donde se tomaron

fotografias con un objetivo de 0.8X.

4.2.7 Division celular y expresion de genes inducidos por auxina

El analisis histoldgico las plantulas transgénicas Cyc B1: uid A y DR5:
uid A, se realizé después de 9 dias de sembradas en los diferentes medios de
cultivo. Las plantulas se incubaron con el sustrato de GUS (5-Bromo-4-Cloro-
3-Indol-B-D-Glucuronico X-Gluc) toda la noche a 37°C. Al final de la incubacion
las plantulas fueron aclaradas con el método antes mencionado y se hicieron

las observaciones microscopicas.

4.2.8. Elongacion de células epidermicas
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Para realizar el andlisis sobre la elongacion celular de la raiz primaria,
se crecieron plantulas silvestres Col-O durante 8 dias, las cuales fueron
aclaradas y montadas en un portaobjetos con glicerol. Estas plantulas fueron
observadas con objetivo 20X de un microscopio adaptado a una camara donde

se tomaron fotografias de la zona de elongacién de la raiz principal.

4.2.9 Andlisis de datos

Todos los experimentos se realizaron al menos dos veces de manera
independiente tomando como muestra representativa 15 plantulas por
tratamiento. A los datos obtenidos se les aplico un analisis estadistico, con el
programa Statistica 6.0 que determina si los valores son estadisticamente

representativos, utilizando el ANOVA y analisis post hoc de Tukey's.

V. RESULTADOS
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5.1 EFECTO DE LA INSULINA SOBRE EL CRECIMIENTO DE LA RAIZ DE

Arabidopsis thaliana

Analizamos el efecto de insulina en el desarrollo y crecimiento de la raiz
principal de plantulas de Arabidopsis (Col-0), para lo cual sembramos semillas
en medio MS 0.2 X, 2% de sacarosa suplementado con diferentes
concentraciones de insulina. Después de 9 dias de crecimiento los resultados
obtenidos mostraron (Fig. 11) que la insulina a bajas concentraciones (20 y
200 pU/ml) estimuld un ligero incremento en el crecimiento de la raiz principal
respecto al control, no hubo diferencias en cuanto al nimero de raices laterales
pero si fueron mas largas respecto al control. Mientras que a la concentracion
de 2000 pU/ml presento una inhibicibn muy marcada en la longitud de raiz

principal y mayor nimero y alargamiento de raices laterales.

CONTROL 20 uU/l [ 200 MU/ml | 2000 uU/mI
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Figura 11. Efecto de insulina sobre el crecimiento de Arabidopsis. Plantulas de 9 dias
sembradas en medio MS 0.2X, suplementado con diferentes concentraciones de insulina: 0,
20, 200 y 2000 pU/ml.

En la Fig. 12A se muestra la cinética de crecimiento de la raiz principal:
como puede observarse en los primeros dias no se presenta variaciones
considerables entre los diferentes tratamientos de insulina. Mientras que a
partir del dia ocho en adelante se observan variaciones entre los diferentes
tratamientos. En la Fig. 12B se muestra la longitud de la raiz principal a los
nueve dias de crecimiento: observandose que las concentraciones de insulina
de 20 y 200 pU/ml estimulan ligeramente la longitud de la raiz primaria,
mientras que a 2000 pU/ml hay una inhibicion, aunque estos no son cambios
estadisticamente significativos (P>0.05). En lo que se refiere al efecto de
insulina sobre el niumero de raices laterales la Fig. C muestra que en la
concentracion inhibitoria de la raiz principal (200 pU/ml) hay un aumento en el

numero de raices.

A

—— Control
1 20

—1200
12000

Longitud de la raiz principal (cm)
N
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Figura 12. Efectos de insulina sobre la arquitectura de la raiz de Arabidopsis. Plantulas de
Arabidopsis de 9 dias crecidas en medio MS 0.2X y 2% de sacarosa suplementado con
insulina: 0, 20, 200 y 2000 uU/ml. A) Cinética de crecimiento de la raiz principal B) Longitud de
la raiz principal. C) Numero de raices laterales. Los valores promedio obtenidos de al menos
15 plantulas ( £ EE). (P< 0.05).

5.2 CRECIMIENTO DE LA RAIZ E HIPOCOTILO DE PLANTULAS DE
ARABIDOPSIS EN RESPUESTA A INSULINA

El desarrollo de las plantulas depende de las condiciones de oscuridad o
luz; en luz la planta presenta cotiledones bien desarrollados, un pequefio
hipocétilo y raiz larga; en tanto que en oscuridad muestra cotiledones poco
desarrollados, hipocoétilo largo y raiz pequefia. Este fenotipo se debe a que en

oscuridad el crecimiento esta sustentado por la expansién y division de células
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embrionarias del hipocétilo, en tanto que el crecimiento en las plantulas en luz
estd dado por division celular a partir del meristemo apical de raiz (Garrett et
al., 2005). Para inferir si el aumento en el crecimiento de la raiz principal a 20 y
200 pU/ml de insulina se debia a procesos de division o elongacion se realizo
un experimento en condiciones de oscuridad, para el cual se sembraron 10
cajas con 6 semillas de Arabidopsis Col-0 en medio MS 0.2X, 2% de sacarosa
suplementadas con diferentes concentraciones de insulina. A los 11 dias de
crecimiento la Fig. 13 muestra que el tratamiento 200 pU/ml de insulina
promueve significativamente el crecimiento de la raiz principal respecto al
control. Estos datos sugieren que en el aumento en el crecimiento de la raiz

principal a 200 uU/ml esta involucrado el proceso de expansion celular.
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Figura 13. Efecto de la oscuridad en el crecimiento de la raiz principal e hipocétilo en plantulas
de Arabidopsis de 11 dias de edad. Semillas desinfestadas se sembraron en medio MS
suplementado con insulina: 0, 20, 200 y 2000 uU/ml.(P<0.05). + EE
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53 ETAPAS DE DESARROLLO DE LOS PRIMORDIOS DE RAICES
LATERALES EN RESPUESTA A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE

INSULINA

El aumento en el nimero de raices laterales debido a 2000 uU/ml de
insulina (Fig. 12 C), puede deberse a: el crecimiento de los brotes ya existentes
o la formacion de nuevos primordios. Para conocer el origen de este cambio se
tomaron plantulas representativas de 8 dias de edad de crecidas en medios
con diferentes concentraciones de insulina, se aclararon, se observaron en el
microscopio a 40X para cuantificar las etapas de desarrollo en que se
encontraban los primordios. Las etapas de desarrollo fueron clasificadas de
acuerdo con lo reportado por Zhang et al. (1999). Los resultados mostrados en
la Fig. 14 A, indican que la insulina a cualquier concentracion promueve la

etapa A en el desarrollo de los primordios de las raices laterales siendo este
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fendbmeno mas significativo a 200 uU/ml. El incremento de primordios en la
etapa A inducida por la insulina sugiere que dicha hormona en plantas esta
promoviendo la formacion de nuevos primordios de raices laterales. En lo que
se refiere a la densidad de los primordios la cual se obtuvo dividiendo el
namero de primordios entre la longitud de la raiz principal, la Fig. 14B muestra
una mayor densidad de PRL en el medio suplementado con insulina a 2000
uU/ml, lo que indica que solo a esta concentracion de insulina los primordios

formados de novo lograron desarrollarse.
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Figura 14. Efecto de insulina sobre el desarrollo de raices laterales en Arabidopsis. A) Etapas
de desarrollo de raices laterales B) Densidad de raices laterales. Plantulas de Arabidopsis de
8 dias de edad crecidas en medio MS 0.2X, 2% de sacarosa adicionado con insulina: 0, 20,
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200 y 2000 pU/m, donde se determino el nimero de primordios de las diferentes etapas de
desarrollo segun con lo reportado por Zhang et al., (1999) en 15 plantulas representativas.
Objetivo 40 X. Estos andlisis fueron repetidos en dos ocasiones con resultados similares. (P <
0.05).

54 EFECTO DE INSULINA SOBRE EL DESARROLLO DE PELOS

RADICULARES

Las funciones principales de los pelos radiculares consisten en:
incrementar la superficie total de absorcién en el sistema de raiz y participa en
la distribucion de nutrientes y agua (Grierson y Schiefelbein., 2002). Para
observar si la insulina afectd el desarrollo de pelos radiculares se sembraron
cinco cajas de medio MS 0.2X, 2% de sacarosa suplementado con las
diferentes concentraciones de insulina. A los 6 dias de sembradas se
observaron en un estereoscopio los pelos radiculares presentes en la zona de

diferenciacion de la raiz primaria.

La Fig. 15 muestra que la insulina a concentraciones de 20 y 200
uU/ml estimula la longitud de los pelos radiculares mientras que a 2000 pU/ml

los inhibe respecto al control.
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CONTROL | 20 ].lU/m| | 200 pU/mI | 2000 pU/mI

Figura 15. Efecto de insulina sobre los pelos radiculares. Plantulas de 8 dias de sembradas en
medio MS 0.2X, 2% de sacarosa con insulina en las siguientes concentraciones: 0, 20, 200 y
2000 pU/ml. Muestra representativa de una poblacion de 15 plantulas. Objetivo 0.8 X.
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5.5 EFECTO DE INSULINA SOBRE LA DIVISION CELULAR Y

ELONGACION

El crecimiento de un organismo depende de dos procesos: elongacion
y/o division celular. Para tratar de determinar si la alteracion en la longitud de la
raiz primaria en respuesta a los tratamientos con insulina son debidos a que se
estan elongando las células o hay una mayor division celular, analizamos la
expresion del meristemo radicular en plantulas transgénicas Cyc B1: uid A de
9 dias de edad con los diferentes tratamientos de insulina. El andlisis del gen
reportero CycBl:uidA  (Fig. 16A) mostr6 un aumento en la division,
principalmente en 20uU/ml donde la longitud de la raiz principal también se
incrementaba (Fig. 12A-B). En tanto, en la concentracion de 2000uU/ml hay
menor division pero este fendbmeno no correlaciona con un cambio en la
morfologia del meristemo de raiz como se ha reportado, en plantas con
disminucién en la division celular ( ), lo cual solo indica que el crecimiento en la
longitud de la raiz principal se debe a una estimulacién en la division celular,
pero tendriamos que emplear otras estrategias experimentales para confirmar
dicho resultado. Para valorar la participacion de la elongacion en el crecimiento
de la raiz principal por accién de la insulina, se midio el tamafio de las células
de la epidermis, en la zona de diferenciacion en plantulas de 8 dias de edad; se
observo en todas las concentraciones de insulina una disminucion en el
tamano de las células epidérmicas respecto el control y en la concentracion de
20 pU/ml presenté una mayor disminucién en el tamafio de las células
epidérmicas(Fig. 16 B). Estos datos indican que la elongacion celular no

participa en los efectos de insulina.
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CONTROL | 20 l,lU/ml | 200 p.U/ml | 2000 MU/ml

CONTROL | 20 uU/mI | 200 uU/mI | 2000 uU/mI

Figura 16. Efecto de insulina sobre la division y elongacion celular. A) Plantulas transgénicas
Cyc B1: uidA de 9 dias tefiidas para determinar la actividad de GUS y aclaradas. B) Plantulas
Col-0 de 8 dias aclaradas para observar el tamafio de las células epidermales. Fotografias
representativas de 15 plantulas por cada experimento. Objetivo de 40 X: Plantulas transgénicas
Cyc B1:uidA. Objetivo 20X: Plantulas Col-0.
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5.6 EFECTO DE INSULINA SOBRE SENSIBILIDAD A AUXINAS

Los efectos observados sobre varios aspectos del desarrollo de la raiz
son similares a los descritos por auxinas. Las auxinas tales como el acido indol
acetico producen a bajas concentraciones (10™° — 10° M) aumentan la longitud
de la raiz, y disminuyen los pelos radiculares y a altas concentraciones (10® -
10”7 M) presentan inhibicién en su raiz principal pero hay un mayor nimero de
raices laterales (Blakely et al., 1982; Laskowski et al., 1995). Para probar si
insulina puede alterar el gen regulador de auxinas realizamos un experimento
utilizando plantas transgénicas DR5:uidA (Ulmasov et al., 1997) las cuales
son sensibles a auxina. Para ello utilizamos cinco cajas de medio MS 0.2X, 2%
de sacarosa por tratamiento sembrando 6 semillas por caja, a los 9 dias de
sembradas se incubaron con el sustrato de GUS por toda la noche y se
aclararon posteriormente. Los resultados obtenidos no mostraron cambios
significativos en los tratamientos 20 y 200uU/ml, en la concentracion de 2000
uU/ml hay una pequefia disminucién en la expresion de auxinas. Estos
resultados nos pueden indicar que la insulina a 2000 uU/ml podria intervenir
en el transporte de auxina, lo cual lo confirmariamos con lineas mutantes

resistentes a auxina.
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CONTROL I2o MU/I’TI' | 200 uU/mI | 2000 uU/mI

Figura 17. Sensibilidad a auxina. Semillas desinfestadas se sembraron en
medio MS 0.2 X, 2% de sacarosa adicionado con insulina: 0, 20, 200 y 2000
uU/m, el material se incub6 en fotoperiodo. A los 9 dias de crecimiento, las
plantulas se incubaron en el sustrato de GUS y posteriormente se aclararon.
Objetivo 40 X.
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VI. DISCUSION

Resultados de varias investigaciones sobre el efecto que ejerce
insulina sobre modelos vegetales ha sido ampliamente abordado. Desde 1923
Collip y col. tuvieron el interés de ver los efectos de insulina sobre vegetales
tales como las hojas de lechuga y betabeles. Alrededor de 1923 M.M. Ellis y
Eyser mostraron resultados de la accién de insulina y glucocinina sobre la
germinacion de maiz donde referian que altas concentraciones de insulina o
glucocinina retardan el crecimiento, mientras que bajas concentraciones son

benéficas (Ellis y Eyster, 1923).

Nuestros resultados indican que insulina a una concentracion de 20 y
200 pU/ml estimula el crecimiento de la raiz principal de Arabidopsis, mientras
gue las raices laterales eran mas largas y no se presentaban cambios en el
namero de ellas. En la concentracion de 2000 uU/ml se inhibe la longitud de la
raiz primaria, en cuanto a las raices laterales presentaron las siguientes
caracteristicas: mayor longitud y niumero. Estos datos son semejantes a los
reportados por Sanchez de Jiménez y colaboradores donde ellos encontraron
gue la adicién de insulina en maiz (Zea mays L. cv. Chalquefio) aceleraba la
germinacion y crecimiento de plantulas a 200 pU/ml en ejes embrionarios de

maiz (Sanchez de Jiménez et al., 1999).

Las raices laterales se originan de las células del periciclo que es la
capa interna de la raiz primaria, al ser estimuladas por auxina. De acuerdo a
Zhang y colaboradores ellos mencionan que son cuatro las etapas de

formacion de raices laterales (Zhang et al., 1999). La insulina mostré6 cambios
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significativos en las etapas A y D en los diferentes tratamiento, por tal motivo
podriamos decir que estimula la formacion de nuevos brotes de raices laterales

y que alarga los existentes de la etapa D.

Para determinar si tales efectos eran debidos a elongacién o division
celular se ensayo en plantulas transgénicas de Cyc B1l:uidA donde se observo
un incremento de las células mitéticas a la concentracién de 20 y 200 pU/ml,
mientras que hubo una disminucion en la concentracion de 2000 uU/ml, pero al
no haber un cambio en la morfologia del meristemo radicular, esto solo podria

dilucidarse con otro tipo de pruebas para confirmarlo.

En lo que respecta a la elongaciéon celular, nuestros resultados
mostraron una disminucién en el tamafo de las células epidérmicas en todas
las concentraciones de insulina ensayadas (con mayor efecto a la
concentracion de 20 pU/ml). Como mencionamos anteriormente las
concentraciones de 20 y 200 pU/ml estimulaban la longitud de la raiz principal y
a 2000 pU/ml la inhibian; por lo tanto el efecto de insulina sobre la elongacién
de células epidérmicas no puede explicar estas diferencias en el crecimiento de

la raiz principal.

La auxina es una hormona de plantas que regula el desarrollo de la
raiz y la formacién de pelos radiculares (Blakely et al., 1982; Laskowski et al.,
1995). Por tal motivo se utilizaron plantulas transgénicas DR5:uidA las cuales
no mostraron un cambio significativo en 20 y 200 pU/ml, pero en 2000uU/ml

hubo una disminucion en la concentracion de auxinas lo que nos podria indicar
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gue esta afectando el transporte de auxinas, pero esto se tendria que probar

con plantas mutantes resistentes a auxina.
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VIl. CONCLUSIONES

Bajas concentraciones de insulina (20 y 200 uU/ml) estimularon la
longitud de la raiz principal, indujeron la formacion de nuevos primordios de
raices laterales, alargaron los pelos radiculares, y tuvieron mayor division

celular.

A la concentracion de 2000 pU/ml inhibieron la longitud de la raiz
principal, pelos radiculares y division celular, aumentaron el nimero y tamafio

de las raices laterales, y disminuyeron la concentracion de auxina.

55



0,
L4

o,
%

o,
L 4

o,
L4

VIIl. BIBLIOGRAFIA
Abel, S., and A. Theologis. 1996. Early genes and auxin action. Plant
Physiol. 111: 9-17.
Banting F.G., Best C.H., Collip J.B, Campbell W.R. and Fletcher A.A.
1922. Pancreatic extracts in the treatment of diabetes mellitus.
Preliminary report. Can. Med. Assoc. J. 12:141-146.
Baum S., Dubrovsky J.F. and Rost T.L. 2002. Apical organization and
maduration of the cortex and vascular tissue in Arabidopsis thaliana
(Brassicaceae) roots. Am.F. Bot. 89:908-20.
Beltran —Pefla E.M. 1997. Expresion genética de las proteinas
ribosomales durante la germinacion del maiz. Tesis de doctorado.
UNAM.
Berger, D., C. Mussig and T. Altmann. 2000. Plant growth factors and
receptors. Nature Encyclopedia of Life Sciences. London.
http://www.els.net.
Berleth T. and Chatfield S. 2002. Embryogenesis: Pattern Formation
from a Single Cell .The Arabidopsis Book.
Best C.H. and Scott M.A. 1923. Possible sources of insulin. J. Metabol.
Res. 3:177-179.
Blakely L.M, Durham M, Evans T.A. and Blakely R.M. 1982.
Experimental studies on lateral root formation in radish seedling roots:
general methods, developmental stages, and spontaneous formation of
lateral roots. Bot. Gaz. 14: 341-352.
Bovet L., Muller M.O. and Siegenthaler P.A. 2001. Three distinct lipid

kinase activities are present in spinach chloroplast envelope membranes:

56



o
L4

®,
L4

Phosphatidylinositol phosphorylation is sensitive to wortmannin and not
dependent on chloroplast ATP. Biochem. Biophys. Res. Commun. 289:
269-275.

Brunn G.J., Williams J. Sabers C., Wiederrecht G., Lawrence Jr. J.C and
Abraham R.T. 1996. Direct inhibition of the signaling functions of the
mammalian target of rapamycin by phosphoinositide 3-kinase inhibitors,
wortmannin and LY294002. EMBO J. 15:5256-5267.

Carpi A., Di Maira G., Vedovato M., Rossi V., Naccari T., Floriduz M.,
Terzi M. and Filippini F. 2002. Comparative proteome bioinformatics:
Identification of a whole complement of putative protein tyrosine kinase in
the model flowering plant Arabidopsis thaliana. Proteomics 2: 1494-503.
Casson Stuart A. and Lindsey K. 2003. Genes and signaling in root
development. New Phytologist. 158:11-38.

Clowes F.A.L. 1954. The promeristem and the minimal constructional
center in grass root apices. New Physiol. 53:108-16.

Collier E., Watkinson A., Cleland C.F. and Roth J. 1987. Partial
purification and characterization of an insulin-like material from spinach
and Lemna gibba G3. J. Biol. Chem. 262: 6238-6247.

Collip J.B. 1923. Glucokinin. A new hormone present in plant tissue.
Preliminary paper. J. Biol. Chem. 56:513-543.

Colon-Carmona A, You R, Haimovitch-Gal T. and Doerner P. 1999.
Spatio temporal analysis of mitotic activity with a labile cyclin-GUS fusion
protein. Plant J 20: 503-508.

Davies P. J. 1995. The plant hormones: their nature, occurrence and

function. In: Plant Hormones Physiology, Biochemistry and Molecular

57



7
L4

0,
L4

Biology. P. J. Davies. ed. (Dordrecht: Kluwer Academic Publishers). Pp
1-12.

Dietrich R.A., Richberg M.H., Schmidt R., Dean C. and Dangl J.L. 1997.
A novel zinc finger protein is encoded by the Arabidopsis LSD1 gene and
functions as a negative regulator of plant cell death. Cell 88: 685-694.
Dinkova TD, Aguilar R. and Sanchez de Jiménez E. 2000. Expression of
maize initiation factor elFiso4E is regulated at translational level.
Biochem. J. 351: 825-883.

Eckardt, N. A. 2001. Auxin and the power of the proteasome in plants.
Plant Cell. 13: 2161-2163.

Ellis M.M. and Eyster W.H. 1923. Some effects of insulin and glucokinin
on maize seedlings. Science. 58: 541-542.

Filho J.X., Oliveira A.E.A., Belarmindo da Silva |., Rocha A. C., Motta
V.T., Machado O.L.T., Oliva M.L., Fernandes K.V.S., and Neto J.X.
2003. Plant insulin or glucokinin: a conflicting issue. Plant Physiol. 15:
67-78.

Finkelstein R. R. and Rock C. D. 2002. Abscisic Acid Biosynthesis and
Response. The Arabidopsis Book.

Flores C.G., Aguilar R., De la Cruz H. R., Albores M. and de Jiménez
E.S. 2001. A maize insulin-like growth factor signals to a transduction
pathway that regulates protein sintesis in maize. Biochem. J. 358: 95-
100.

Fumagalli S. and Thomas G. 2000. S6 rp phosphorylation and signal
transduction. In:Translational control of gene expression. Hershey JWB,

Mathews, M.B., Sonenberg, N. (eds) CSHL Press N.Y. pp 695-717.

58



7
L4

0,
L4

o,
L4

Gallagher, S.R., et al. 1992. GUS Protocols : Using the GUS Gene as a
Reporter of Gene Expression. Academic Press.

Garrett H.A., Bruce V. and Maureen R.H. 2005. The Arabidopsis
AtRaptor genes are esencial for post-embryonic plant growth. BMC
Biology. 3:12.

Gingras A.C., Raught B., and Sonenberg N. 2001. Regulation of
translational initiation by FRAP/mTOR. Genes Dev. 15: 807-836.
Goodman D.B.P. and Davies W.L. 1993. Insulin accelerates the
postgerminative development of several fat-storing seeds. Biochem.
Biophys. Res. Commun. 190:440-446.

Grierson C. and Schiefelbein J. 2002. Root Hairs. The Arabidopsis
Book American Society of Plant Biologists.

Guilfoyle, T., G. Hagen, T. Ulmasov and J. Murfett. 1998. How does
auxin turn on genes? Plant Physiol. 118:341-347.

Hagen, G. and T. Guilfoyle. 2002. Auxin-responsive gene expression:
genes, promoters and regulatory factors. Plant Mol. Biol. 49: 373-385.
Hong, Z. and Verma D.P.S. 1994. A PtdIns 3-kinase is induced during
soybean nodule organogenesis and is associated with membrane
proliferation. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 91:9617-9621.

Jefferson, R.A., et al. 1987. EMBO J., 6, 3901.

Jefferson, R.A. 1989. Nature, 342,837.

Kain, S.R., and Ganguly, S. 1996. Uses of Fusion Genes in Mammalian
Transfection. Current Protocols in Molecular Biology. Vol. 1, Suppl. 36,
Ausubel, F.M., et al., eds. John Wiley & Sons. p. 9.6.1

Karp Gerald. 1998. Biologia celular y molecular. Pag. 646 - 648.

59



o,
L4

Kosugi, S., et al. 1990. Plant Science. 70, 133.

Laskowski M.J., William M.E., Nusbaum H.C. and Sussex .M. 1995.
Formation of lateral root meristems is a 2-stage process. Development
121: 3303-3310.

Liscum, E. and J. W. Reed. 2002. Genetics of Aux/IAA and ARF action in
plant growth and development. Plant Mol. Biol. 49: 387-400.

Lépez Bucio J., Cruz Ramirez A., Pérez Torres A., Ramirez Pimentel
J.G., Sanchez Calderon L., and Herrera Estrella L. 2004. Root
architecture.

Malamy J.E. and Benfey P.N. 1997. Organization and cell differentiation
in lateral roots of Arabidopsis thaliana.124:33-44

Manning B.D. and Cantley L.C. 2003. Rheb fills a GAP between TSC
and TOR. Trends Biochem. Sci. 28:573-576.

Menand B., Desnos T., Nussaume L., Berger F., Bouchez D., Meyer C.
and Robaglia C. 2002. Expresion and disruption of the Arabidopsis TOR
(target of rapamycin) gene. Proc. Natl. Acad.Sci. USA. 99:6422-6427.
Meyuhas O. 2000. Synthesis of the translational apparatus is regulated
at the translational level. Eur.J. Biochem. 267. 6321-6330.

Montiel, G., Pascal G., Allemand C. J., and Breton C. 2004. Transcription
Factor Netwoks. Pathways to the Knowledge of Root Development. Plant
Physiology 136: 3478-3485.

Morimoto M. S. 2000. Mecanismos moleculares que intervienen en la
regulacion de la sintesis de insulina por glucosa. Rev. Hosp. Gral Dr. M

Gea Gonzélez. Vol 3, No. 3 P4ags. 118-120.

60



o,
S

*

Nemhauser J., and Chory J. 2002. Photomorphogenesis. The
Arabidopsis Book.

Oliveira A.E.A., Machado O.L.T., Gomes V.M., Xavier-Neto J. Pereira
A.C., Vieyra J.G.H., Fernandes K.V.S. and Xavier-Filho J. 1999. Jack
bean seed coat contains a protein with complete sequence homology to
bovine insulin. Protein Pept. Lett. 6:15-21.

Olson A.L. and Pessin J.E. 1996. Structure, function, and regulation of
the mammalian facilitative glucose transporter gene family. Annu Rev
Nutr. 16:235-236.

Pessin J. and Saltiel A.R. 2000. Signaling pathways in insulin action:
molecular targets of insulin resistance. J Clin Invest. 106:165-169.
Ramirez Chavez E., Lopez-Bucio J., Herrera-Estrella L. and Molina-
Torres. 2004. Alkamides Isolated from Plants Promote Growth and Alter
Root Development in Arabidopsis. Plant Physiology. 134: 1058-1068.
Reyes de la Cruz H, Aguilar R and Sanchez de Jiménez E. 2004.
Functional characterization of a maize ribosomal S6 protein kinase
(ZmS6K), a plant ortholog of metazoan p70S6K. Biochemistry 43: 533-
539.

Richardson C.J., Schalm S.S and Blenis J. 2004. P13-kinase and TOR:
PIKTORIng cell growth. ELSEVIER. 147-159.

Sanchez de Jimenez E., Beltran-Peiia E. and Ortiz-L6épez A. 1999.
Insulin stimulated ribosomal protein synthesis in maize embryonic axes
during germination. Physiol. Plant. 105:148-154.

Santos V.O. 2003. Presenca de insulina em phaseolus vulgaris L. cv.
Carioca. Monograph, Universidade Estadual Norte Fluminense, Campos

dos Goytacazes, RJ.

61



Scheres B., Benfey P. and Dolan L. 2002. Root Development. The
Arabidopsis Book. 1-18.

Scheres B. and Wolkenfelt. 1998. The Arabidopsis root as a model to
study plant development. Plant Physiol. 36 (1-2), 21-32.

Tiwari, S. B., G. Hagen and T. Guilfoyle. 2003. The roles of auxin
response factor domains in auxin-responsive transcription. Plant Cell 15:
533-543.

Ulmasov T, Murfett J, Hagen G. and Guilfoyle T. 1997. Aux/IAA proteins
repress expression of reporter genes containing natural and highly active
synthetic auxin response elements. Plant Cell 9: 1963-1971.

Virkamaki A., Ueki K. and Kahn C.R. 1999. Protein—protein interaction in
insulin signaling and the molecular mechanisms of insulin resistance.
The Journal of Clinical Investigation. Vol. 103: 931-943

Wilson Z.A. 2000. Arabidopsis. Editorial Oxford University Press.. USA.
1-4pp.

White M.F. 2007. Insulin signaling Pathway. Sci. STKE (Connections
Map in the Database of Cell Signaling, as seen 23 January 2007).
http:stke.sciencemag.org/cgi7cm7stkecm; CMP_12069.

Zhang H., Jennings A., Barlow P.W. and Forde B.G. 1999. Dual
pathways for regulation of root branching by nitrate. Proc Natl Acad Sci

USA 96: 6529-6534.

62



